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@ Utilisation dans les Industries elimentaires de micro-organisme* exprlmant les genes de transglutaminase pour texturer 
des melanges proteiques. 



(g) L'lnventlon se rapporte a une nouvelle technologie micro- 
bienne de texturation de melanges proteiques par des 
mlcro-organismes exprimant une activite transglutaminase en 
solution aqueuse. 
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Description 

UTILISATION DANS LES INDUSTRIES ALIMENTAIRES DE ft 
TRANSGLUTAMINASE POUR TEXTURER 

L object de la presente invention conceme les 
grandes voies par lesquelles des micro-organismes 5 
ayant recu par manipulations genetiques le ou les 
genes d'une transglutaminase peuvent etre utilises 
dans des fermentations microbiennes expioitables 
dans ies industries alimentaires ou chimiques. 

les transglutaminases constituent une classe 10 
d'enzymes qui catalysent la reaction des residus 
giutamine des proteines avec le groupement amine, 
d'une amine ou d'un acide amine basique comme la 
lysine. Ces nezymes permettent done de desamider 
les protein es riches en giutamine, de greffer la lysine 15 
sur une proteine pauvre en cet acide amine ou de 
reticuler des proteines dtverses entre elles. 

Ces enzymes appartiennent au monde des euca- 
ryotes et sont naturellement absentes des proca- 
ryotes (bacteries). Elles ont des structures varlees 20 
et chez les mammiferes elles peuvent etre cellu- 
laires, dans le foie, les follicules des poils, la 
prostate, I'uterus, ie placenta, ou sanguines dans le 
plasma et les plaquettes. Dans ce dernier cas une 
transglutaminase (facteur XIII) intervient dans la 25 
coagulation sanguine et le premier usage allmentaire 
de cet enzyme est sa contribution a la fabrication du 
boudin. 

L'emploi de transglutaminases ajoutees a des 
proteines sous forme de preparation enzymatique 30 
plus ou moins purifiees est in procede connu. Sur ce 
sujet la mise au point de G. MATH El S et J.R. 
WHITAKER rapporte les travaux anterieurs a 1984 
(Journal of Food Biochemistry, 11, 309^327, 1987). 
Parmi les publications ou brevets, parfois plus 35 
recents, parus sur ies utilisations potentielles des 
transglutaminases il y a plusieurs techniques de- 
crites. 

La desamidation de certaines proteines (ca- 
seines) par Taction d'une transglutaminase avec ou 40 
sans acylation prealable accroft la solubilrte et les 
proprietes emuls'rfiantes des preparations protei- 
ques ( demande de brevet japonais au nom de 
AJINOMOTO KK - N* 59210097). 

Le greffage d'acides amines varies (lysine, me- 45 
thionione, cysteine, tryptophane) sur des supports 
proteiques plus ou moins riches en giutamine par 
catalyse a I'aide d'une transglutaminase a donne lieu 
a la prise de deux brevets. Dans les deux cas il s'aglt 
d'accroitre les proprietes nutritionnelles de pro- 50 
teines alimentaires (caseine, soja, gluten, viande, 
poisson, mais, riz) ou de leurs produits de decompo- 
sition, et le r&le de I 'ion Ca^ dans ia reaction est 
souligne ( demande de brevet japonais au nom de 
SNOW BRAND MILK PRODUCTS N° 58028234 - de- 55 
mande de Brevet japonais au nom de AJINOMOTO 
N 61067497). 

La fixation d'enzymes ou de coenzymes sur ies 
proteines les plus diverses correspond a quatre 
brevets. 60 

• Sur des proteines anlmaJes, vegetales ou 
bacteriennes la fixation du co-enzymes NAD ou 
NADP a ('aide d'une transglutaminase a ete decrite 



IICRO-ORGANISMES EXPRIMANT LES GENES DE 
DES MELANGES PROTEIQUES. 

pour des usages pharmaceutiques ou de depollution 
(demande de brevet japonais au nom de SNOW 
BRAND MILK PRODUCTS - N° 58028295). 

* Plusieurs types d'enzymes peuvent etre immobi- 
lises dans une membrane constitute par reticulation 
d'une proteine (caseine. autres proteines animate ou 
vegetale) a I'aide d'une transglutaminase. Les 
enzymes ainsi incluses presentent tous ies avan- 
tages des catalyseurs fixes sur une membrane 
(demande de brevet japonais au nom de AJINOMO- 
TO KK - N° 61227783). 

* La transglutaminase peut etre fixee par I'inter- 
mediaire d'un de ses anticorps monoclonaux lui- 
meme lie a une proteine porteuse. II est ainsi 
possible de diriger i'activite transglutaminase sur 
plusieurs cibles speclfiques (demande de brevet 
japonais au nom de AJINOMOTO KK N° 59175884). 

* Deux brevets decrivent la mise en oeuvre des 
transglutaminases pour preparer des structures 
particulieres. Sur des proteines dispersees en phase 
liquide (proteines, laitieres, collagene, gelatine, 
proteines de gralnes vegetales) la transglutaminase 
permet d'obtenir des specialites cosmetologiques 
tres hydratees, les gels proteiques obtenus etant 
capables de retenlr une importante proportion d'eau 
(demande de brevet japonais au nom de AJINOMO- 
TO KK N° 61172807). Une variants de cette 
technique prevolt le moulage du gel proteique. suivi 
du sechage partiel. ce qui permet de fabriquer des 
membranes proteiques stables dans I'eau bouil- 
lante, insolubles sur une large gamme de pH et 
d'une resistance mecanique suffisante pour en faire 
des films d'emballage biodegradables ou des sup- 
ports de fixation d'enzymes (demande de brevet 
japonais au nom de AJINOMOTO KK N° 61152247). 

* Un usage interessant la fabrication de specia- 
lites consiste a immobitiser des enzymes utiles dans 
des preparations alimentaires ou pharmaceutiques 
par addition de transglutaminase a une proteine 
pour en faire un reseau gelifie qui inclut ces 
enzymes. Les proteines mises en oeuvre peuvent 
etre des proteines de soja, ou de la gelatine. Les 
enzymes citees en exemple sont la glucosidase, la 
mannosidase, la glucose oxydase, la catalase, 
i 'acide glutamique deshydrogenase et la ribonu- 
clease A (demande de brevet japonais au nom de 
AJINOMOTO KK N° 59066B86). 

* Enfin deux brevets concernent directement 
I'industrie alimentaire. L'un decrit un procede d'ob- 
tention de gels proteiques pour preparations alimen- 
taires realisees par addition de transglutaminase a 
des emulsions contenant des proteines, de I'huile ou 
une graisse et de I'eau (demande de brevet japonais 
au nom de AJINOMOTO KK N° 59066886). L'autre, 
premier depose sur ce theme, decrit la preparation 
de gels proteiques par reticulation de proteines en 
solution sous Taction d'une transglutaminase (de- 
mande de brevet japonais AJINOMOTO KK N° 
58149645). 

Outre ces brevets, plusieurs publications scientifi- 
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ques rapportent des travaux realises en collabora- 
tion avec AJINOMOTO KK sur I'utitisation des 
transglutaminases. Ces travaux recoupent exacte- 
ment le contenu des brevets deposes prealablement 
et sus-cites. Aucun de ces documents ne rapporte 
ou evoque la presente invention, notamment la mise 
en oeuvre de micro-organismes generant une 
transglutaminase in situ afin de provoquer une 
texturation des proteines n'est pas rapportee. 

L'originaJite de ('invention objet de la prfcsente 
demande, par rapport aux decouvertes anterieures 
et aux brevets precltes, conslste a ne pas apporter 
une preparation enzymatique de transglutaminases 
objet de tous les brevets cites, mais un germe qui, 
par suite de modification genetique, est capable de 
produire ces enzymes en cultivant dans le melange 
ou le produit a transformer. 

Ce precede est beaucoup plus economlque, 
puisqu'il elimine toutes les operations de production 
et de separation de I'enzyme anterieures a son 
emploi. 

Ce procede est aussi beaucoup plus souple, 
puisqu'il permet de retarder et moduler la produc- 
tion d'enzyme in situ en jouant sur les conditions 
physicochimiques qui permettent I'expression du 
gene, pour en obtenir I'effet au moment optimal, et, 
en fonction de son action, d'arreter cette production 
a I' instant desire lorsque le resultat souha'rte est 
obtenu. II permet done de compenser les varations 
de reactions des matieres premieres, notamment 
d'origine agricole, au vu des rfesultats, en modulant 
la quantite d'enzymes produites. Ce qui est Impossi- 
ble par les techniques d'addition enzymatique 
decouvertes anterieurement au moins lorsque I'en- 
zyme a pour effet de solifidier ie milieu reactionnel. 

Ce procede permet aussi, par le choix judicieux 
de la souche modifiee, d'obtenir simultanement 
plusieurs effets, par exemple de combiner une 
texturation avec une acidification grace a des 
bacteries lactiques, ou de combiner une production 
de gaz (CO2) avec une texturation pour obtenir un 
produit aere nouveau, par I' emploi de levures. 

Une variante du procede selon ('invention 
consiste a precultiver le germe en milieu liquide, puis 
a concentrer ia culture par ultrafiltration, osmose 
inverse ou lyophilisation avant de I'utiliser, de fagon 
a limiter le temps de culture pour eviter le develop- 
pement eventuel de germes pathogenes. 

Apres que I'information genetique des enzymes 
nommees transglutaminase ait ete introduce dans 
des micro-organismes, I'invention consiste a utiliser 
ces micro-organismes, transformes par manipula- 
tion genetique, dans des melanges de differentes 
proteines, avec ou sans amines, et contenant des 
glucides, pour realiser plusieurs modes de textura- 
tion des proteines au cours d'une fermentation. 

L'enzyme dont le gene a ete clone dans les 
micro-organismes peut avoir plusieurs origlnes : 
transglutaminases (appelees TGases) de foie de 
cobaye ou de lapin, de placenta ou de plaquettes 
sanguines. La TGase consider6e peut avoir une ou 
plusieurs sous-unites. La transformation genetique 
des micro-organismes utilisables dans la presente 
invention est realisable par les techniques classi- 
ques du genie genetique par exemple en utilisant 



une banque de cDNA ou un RNA messager isole 
d'un organe animal comme source de gene, multipli- 
cation du gene via un micro-organ isme intermediaire 
(par exemple Escherichia coli), et introduction du 

5 gene dans le micro-organisme cible a I'aide d'un 
vecteur approprie. Une etape partielle de ce travail 
est decrite par K. IKURA, T. NASU, H. YOKOTA, R. 
SASAKI et H. CHIBA (Cloning of cDNA coding for 
Guinea Pig liver transglutaminase - Agric. btol. 

10 Cherru, 51, (3), 957-961, 1987). Le gene dont 60% a 
ete clone sera alors exprimable dans le micro-orga- 
nisme et la TGase pourra etre excretee ou fixee a la 
surface de la paroi du micro-organisme : les cellules 
de ce micro-organisme en suspension en milieu 

15 aqueux auront done a la fois une activite TGase et 
une propriete fermentaire, mais, dans ce travail 
japonais, ie micro-organisme transforme est Esche- 
richia coli . non utilisable dans I'industrie alimentaire. 
Depuis, d'autres micro-organismes ont rocu, par 

20 genie genetique, le gene du Facteur XIII, trangluta- 
minase du plasma sanguin (cf demande de brevet 
europeen au nom de ZYMOGENETICS, Inc. N° 
0268772). Les micro-organismes qui permettent la 
production du Facteur XII U sont des souches de 

25 Bacteries du genre Escherichia coli , ou divers 
Bacillus , et 6galement ia Levure Saccharomyces 
cerevisiae ; ia Levure Schizosaccharomyces pombe . 
Les Champignons filamenteux des genres Aspergil- 
lus ou Nleurospora sont egalement evoques. Les 

30 mfcro-organismes crees par ZYMOGENETICS inc. 
sont deposes a I'American Type Culture Collection 
sous les numeros 4O260 et 40261 . Ainsi. Tune de ces 
souches, par exemple, pourrait etre utilisee dans les 
technologies qui caracterisent la presente invention. 

35 Notre invention vise a mettre en oeuvre industriel- 
lement des micro-organismes producteurs de di- 
verses transglutaminases pour fabriquer des pro- 
duits alimentaires. Ces nouveaux micro-organismes 
peuvent done etre, apres transformations par les 

40 techniques du genie genetique, differentes souches 
de Levures : Saccharomyces cerevisiae apte a 
fermenter des solutions contenant du glucose et/ou 
du saccharose, Kluyveromyces lactis apte a fermen- 
ter des solutions de lactose et d'autres glucides, 

45 Yarrowia lipoiytica apte a se developper sur des 
solutions proteiques. 

Les micro-organismes transformes peuvent £tre 
egalement des bacteries utilisables dans les indus- 
tries alimentaires comme Bacillus subtilis ou deja 

50 mises en oeuvre comme les bact6ries lactiques : 
Streptococcus lactis , Lactobacillus casei , Lactoba- 
cillus lactis , Lactobacillus plantarum . Ces bacteries 
lactiques transformees ayant conserve leur aptitude 
a fermenter le lactose du lait peuvent generer de 

55 I'acide lactique tout en exprimant une activite TGase. 
L'invention consiste a mettre une souche ou 
plusieurs souches de ces micro-organismes trans- 
formes genetiquement dans des melanges consti- 
tues par des solutions artificielles de proteines 

60 contenant ou non un gluclde fermentescible, et 
renfermant ou non I'ion Ca* 4 (qui stabilise l'enzyme 
TGase), ou dans des melanges naturels comme le 
lait, les purees de viande, les pates et bouillies 
cerealieres, ou dans des melanges mixtes. 

65 La fermentation peut etre conduite a une tempera- 



3 



5 



EP 0 333 528 A1 



6 



ture convenant au germe modifie : generalement elle 
se situera entre 10°C et 40° C pour obtenir une 
action convenable de la transglutaminase. 

II en est de meme du pH, dont la zone d'activite de 
la transglutaminase se situe entre 4 et 10 et 
roptimum entre 6 et 8,3. 

Les proteines en solution, seules ou en melange, 
peuvent etre denaturees par un traitement thermi- 
que prealable a 1 'addition des micro-organismes et 
au demarrage de la fermentation. Ce traitement 
denaturant peut etre necessatre pour rendre cer- 
taines proteines aptes a reaglr avec la TGase. 

La conduite de la fermentation determine a 
chaque instant la concentration de I'enzyme TGase 
active dans la solution : cette conduite dott etre 
pilotee par le reglage de ia temperature, et si le 
micro-organisme est acidrfrant, par le reglage du pH. 
La concentration initlale en glucides dans la solution 
est I'un des moyens de regler la variation du pH, 
done l activite TGase. 

Le processus peut etre arrete par un nouveau 
traitement thermique a une temperature egale ou 
superieure a 65° C (temperature de la denaturation 
de I'enzyme). 

Dans ces conditions la plupart des chaines 
polypeptidiques contenant des residua glutaminyle 
peuvent etre desamldees, ou reticulees, ou desami- 
dees et reticulees. Sie le melange contient une 
acylarmne lipophile, les proteines peuvent etre 
acylees et acquerir alnsl des proprietes emulsion- 
names et/ou moussantes. La reticulation conduit a 
des gels hydrophiles, bases de nouvelles textures. 
En pratique toutes les proteines alimentaires d'ori- 
gine an i male, vegetal e ou microbienne peuvent etre 
transformees par cette nouvelle technologie micro- 
bienne de texturation. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Structuration de viande hachee : 

On utilise un lactobacillus plantarum genetique- 
ment modifie pour produire une transglutaminase, 
de facon a obtenir avec de la viande hachee une 
piece de viande ayant une texture aussi cohesive 
qu'un muscle entier, done se pretant au tranchage, 
avant et apres cuisson, de facon similaire aux pieces 
de viandes non broyees, et a cuire de la meme 
maniere. 

a) 100kg de viande de boeuf refroidie a 3°C 
contenant 10° de lipids, sont haches au broyeur 
a la grille de 3mm ; cette viande est transvasee 
dans un petrin et on lui ajoute 0,5kg de sucre, 
500ml de culture de 24h de Lactobacillus 
plantarum genetiquement modifie a lO 5 ^ 
germes/ml. Une fois bien homogeneisee, cette 
pate est transferee dans un poussofr sous vide 
doseur, conditionnee sous vide en sacs plasti- 
ques par portions de 100g. Les sachets sont 
scelles sous vide, puis etuves 10h a 20° C, puis 
15h a 1 5° C avant d'etre congeles. On obtient un 
steack de texture comparable a un beefsteack 
decoupe dans un muscle. 

b} Variante du precedent 
100kg de boeuf, 0,5kg de sucre, 500ml de 
culture sont haches et homogeneises au cutter, 



pousses en pains cylindriques de 1kg, de 
diametre 80mm ; ils subissent le mime etuvage 
et sont, de meme, congeles. On obtient 
('equivalent d'un roti de boeuf de 1kg avec une 
5 texture et des capacites a etre tranche compa- 

rables. 

Exemple 2 : Roti precuit : 

100kg de viande de boeuf sont haches a 3mm, 

10 cuits au four a micro-ondes de fapon a porter ia 
temperature a 80° C pendant 2 minutes, essores, 
puis addition nes de 0,4kg de sucre, de 500ml de la 
culture de lactobacillus plantarum precedemment 
decrite, pousses en sachets plastiques et etuves 

15 comme dans les exemples precfedents. Ce procede 
permet d'eiiminer les eventuels germes pathogenes 
resistant a ('acidification provoquee par Lactobacil- 
lus plantarum modifie genetiquement. 

20 Exemple 3 : 

Meme procede que ceux anterieurement cites 
mats ou les 500ml de culture de Lactobacillus 
plantarum sont remplaces par 50ml d'une culture du 
meme germe preconcentre 100 fois par centrifuga- 
ls tion et I'etuvage est redu'rt a 1 0h a 20° C. 

Exemple 4 : 

Prendre 100kg de retendat concentre 5 fois, 
delactose par dlalyse, a pH 6,4 (r6 ten tat doux), y 

30 ajouter 1001 d'eau, 11 de culture a 10 8 g/ml de 
Saccharomyces cerevisiae modifie genfetiquement, 
20kg de sucre, et de Car6me de f raise (Firmemlch) 
pour obtenir le gout desire on melange soigneuse- 
ment, on coule 40g en coupelles plastiques rectan- 

35 gulalres de 100 3 , on etuve 15h a 20° C, on colore le 
dessus au rocou, on chauffe a 75° C 1 minute, et on 
thermoscelle. On obtient un produit ressemblant a 
un pain, tranchable, tres riche en proteines. 

40 Exemple 5 : 

Melanger 100g de proteines de soja, 100g de 
caseinate haute viscosite, 1000g d'eau, 20g de set, 
du carmin de cochenille, des epices au gout 
souhaite, 10g de sucre, 100g de creme et 1<Vo de 

45 culture de Kluyveromyces lactis modifie genetique- 
ment. Brasser fortement sous vide, couler en pains 
de 1kg, porter 24h a 35° C puis cuire 1h30 a 90° C en 
etuve humide apres avoir emballe sous plastique 
sous vide. On obtient un pain de simili viande. 

50 

Exemple 6 : 

Meme procede qu'a I'exemple ou les proteines de 
soja sont remplacees par une poudre de gluten, 
additionnee de (ysine ce qui permet de reequilibrer 

55 cette proteine en meme temps que de la texturer. 
Melanger 200g de gluten, 10g de lysine, 1000g d'eau. 
20g de sel, 2g de poivre, 5g d'ail, 0,2g de muscade, 
0,1ml de solution de carmin de cochenille, 10g de 
sucre, 100g de saindoux, 100g de culture de 

60 Kluyveromyces lactis modifie genetiquement, bien 
melanger, couler en pains de 1g sous galne de 
plastique de diametre 80mm, porter 24h a 35° C puis 
cuire 1h30 a 85° C en etuve humide. On obtient un 
pain rose semblable a un mortadelle. 

65 
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Exemple 7 : 

Prendre 60kg de retentat doux, pH6,4, concentra- 
tion 3, delactose par rincages successifs a 0,5% de 
lactose, y ajouter 40kg de creme douce a 40°/o de 
matiere grasse, ajouter 1kg de lactate de sodium, 5 
1,5kg de sel, ajouter 1kg de culture de Kluyvero- 
myces lactis genetiquement modtfie, ajouter 1kg de 
concentrat de culture de Brevibacterium linens 
obtenu sur lait et concentre 5 fois par osmose 
inverse ; bien melanger, couler en forme de Pont 10 
I'Eveque, etuver 10h a 35° C, porter 2mm a 75° C au 
micro-ondes, refroidir, colorer ia surface avec une 
solution de rocou, ensemencer avec B. linens et 
porter 8 jours en halolr selon les conditions 
operatoires fromageres ordinaires, emballer et livrer 15 
comme un Pont I'Eveque ordinaire. On obtient un 
fromage avec un ren dement double de Tordinaire. 

Ces exemples ne sont pas limitatifs, ils sont 
donnes a titre d'illustration de Tinteret de notre 
invention, et du progres considerable qu'elle pre- 20 
sente par rapport a la production et la separation de 
I'enzyme avant son eventuel usage, lis montrent en 
meme temps i'interet des fermentations a double 
but. 



Revendications 

1) Precede de fermentation microbienne 
uttlisable dans les industries alimentaires ou 30 
chimiques a I'aide de micro-organismes trans- 
formes par manipulation genetique avec pour 

effet ia production de transglutaminases fonc- 
tionnelles in situ . 

2) Procede selon la revendication 1 , caracte- 35 
rise en ce que Ton met au moins une souche de 
micro-organismes transformes par manipula- 
tion genetique et clonage d'un gene d'enzyme 
transglutaminase dans des proteines en pre- 
sence deglucidesassimilables. 40 

3) Proc6de selon Tune quelcanque des 
revendications 1, 2, caracterise en ce que Ton 
cultive ies micro-organismes a des tempera- 
tures variant de 5°C a 50° C, a des pH 
superieurs a 4 et inferieurs ou egaux a 10 et en 45 
reglant la concentration en glucides du milieu. 

4) Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que Ton 
traite thermiquement les micro-organismes a 

une temperature egale ou superieure a 65° C 50 
pour arreter I'activite transglutaminase. 

5) Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que Ton 
ajoute un sel de calcium a la solution en 
fermentation afin de stabiliser et d'activer 55 
Penzyme transglutaminase au fur et a mesure 

de sa production microbienne dans le milieu de 
culture. 

6) Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, qui consists a apporter la 60 
ou les souches microbiennes sous forme 
concentree, notamment par ultrafiltration, os- 
mose inverse ou lyophilisation. 

7) Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que la 65 



fonction des transglutaminases produites in 
situ consiste en une modification de ia texture 
des proteines seules ou associees a d'autres 
ingredients alimentaires. 

8) Procede selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que la 
fonction des transglutaminases produites in 
situ consiste en la texturation de solutions ou 
suspensions de proteines variees. 

9) Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que la 
fonction des transglutaminases produites in 
situ consiste en une modification de la valeur 
alimentaire des proteines. 

10) Procede seln I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que la 
fonction des transglutaminases produites in 
situ consiste en un greffage sur les proteines 
d'enzymes ou de co-enzymes par fermentation 
microbienne a I'aide de micro-organismes 
transformes. 

11) Produits obtenus par le procede de I'une 
quelconque des revendications 1 a 10. 

12) Utilisation des produits selon la revendi- 
cation 11 pour la realisation de produits de 
boucherie. 

13) Utilisation des produits selon la revendi- 
cation 11 pour ia realisation de produits de 
fromage rie. 

14) Utilisation des produits selon la revendi- 
cation 11 pour la realisation de produits de 
charcuterie. 
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